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論文内容の要旨
網膜は視細胞，双極細胞など，形態的・機能的に異なる神経細胞とその働きを助けるミュラーグリア細胞からなり，
さらに各々に形態や機能の異なるサブタイプが存在する o ほ乳類以外の脊椎動物の多くでは，錐体視細胞サブタイプ
はおのおの顕著な形態的特徴をもつだけでなく，異なる波長選択'性を持つ視物質(オプシン)遺伝子を発現したり，
特定の水平細胞・双極細胞とのみシナプス結合を形成し機能するo
硬骨魚類及び聴虫類の多くでは錐体視細胞が網膜の最外層に規則的に配列している。メダカではモザイクパターン
と呼ばれる 4 回対称の配列である。このような錐体視細胞の規則的な配列は色覚・運動の検出・時空間分解能の向上
に必要である O
視細胞サブタイプ選択的な遺伝子発現の機構や，錐体視細胞の規則的配列の形成機構は全く明らかにされていなし、。
その基礎として錐体視細胞の特異的形質の発現過程を記述することが必要である。私は，メダカ網膜から 4 種類の錐
体視物質 (R ， G ， V ， B )と 1 種類の梓体物質をクローン化し，それら遺伝子の発現パターンを二重蛍光 RNA in situ 
ハイブリダイゼーション法によって調べた。
網膜の成長・成熟に伴う視物資の切り替えと 2 重発現
魚類の網膜は，ふ化後も拡大し続けるので，網膜発生の時間軸上の変化を網膜周辺部の空間軸上の変化として観察
することができる。そこで，網膜の発生過程における視物質発現の変化を観察することにより視細胞サブタイプの分
化過程の観察を試みた。その結果，網膜鼻側部分では，短単錐体の視物質の発現に変化が見られた。網膜の他の部分
では，周辺部で新たに生じた短単錐体には，はじめから V視物質が発現している。しかし，鼻側部分では，最も周辺
部の若い領域では短単錐体には B視物質のmRNAが発現するが，徐々に同じ細胞に V視物質の mRNA が発現し始め
ることにより 2 種類の視物質 mRNA の同時発現が観察された。やがて B視物質の mRNA は減少し， V視物質のみ
を発現するようになった。
網膜内の位置による視物質の発現パターンの違い
網膜の多くの部分では，短単錐体に V視物質，長単錐体に B視物質が発現していた。それに対して視神経乳頭付近
から側頭部側にかけては，錐体視細胞の配列が網膜の他の部分とは異なり，同じ視物質遺伝子 (V視物質)を発現し
ている 2 種類の単錐体が直線上に配列していたo
メダカ視物質上流配列の解析
視物質は錐体視細胞のサブタイプに選択的に発現することが知られている唯一の遺伝子である。また，その発現機
構の研究は， 2 種類の錐体視物質しか持たないマウスを用いて行われてきた。私は，メダカ錐体視物質遺伝子の上流
領域をクローン化しその塩基配列を数Kbにわたって解析したが，崎乳類の視物質のそれとは相向性を見いだせなかっ
た。これらのメダカ視物質の上流配列の発現制御能を確認するため， レポーター遺伝子と結合し， in vivo リポフェ
クション法によりメダカ網膜に遺伝子を導入したO その結果， これらのメダカ視物質上流配列は網膜におけるレポー
ター遺伝子の発現を引き起こしたが，本来その視物質が発現しない錐体視細胞サブタイプにも発現が観察された。
論文審査の結果の要旨
佐藤卓至君提出の論文は，メダカ網膜における視物質の発現制御に関するものである。魚類網膜では，各種神経細
胞が規則正しく配列しているO 視細胞，特に 4 種類の錐体視細胞は平面モザイク構造となっているロ佐藤君は，まず
ロドプシン及び 4 種類の錐体視物質の cDNA をクローン化し，それらの cRNA をプローブとして，それら視物質が
どの細胞で発現しているかを in-situ-hybridization で決定した。そして，網膜周辺での細胞分化の過程ではそれら
視物質がどのように発現されてくるかを，二重染色法で解析した。その結果，一つの種類の視細胞で発現する視物質
が，網膜の領域によって変わること，また分化の途中で，一時的に同一細胞中に二種類の視物質がともに発現すると
いう段階を経て，発現する視物質の種類が変わることを明らかにした。この成果は網膜での視物質発現制御の研究の
みならず，生体組織の発生と細胞の分化の研究に大きく貢献するものである。よって博士(理学)の学位論文として
十分価値あるものと認める。
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